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Resumo

O desenvolvimento de estudos genéticos e de microdispositivos biologicos tem proporcionado a
ampliagdo do conhecimento sobre os complexos eventos que envolvem a reproducao animal. O desafio
ainda ¢ imensuravel, mas a criacdo e surgimentos de novas perspectivas para a pesquisa basica tem-se
feito presente. Neste trabalho revisamos de maneira suscinta algumas abordagens recentes, utilizadas pela
pesquisa basica, sobretudo com o objetivo de lancar luz sobre o desenvolvimento folicular e oocitario.
Dessa forma, essa revisdo pretende fornecer uma visdo geral do uso das tecnologias 6micas e sistema de
microfluidica como auxiliadores na compreensdo da foliculogénese. Adicionalmente serdo apresentadas
particularidades inerentes a fisiologia da gametogénese, que incluem agdo de microorganismos e
mitocondrias, além do importante papel da comunicagao intercelular através das vesiculas extracelulares.

Palavras-chave: Desenvolvimento folicular; Fluido folicular; Microfluidica; Microbioma reprodutivo;
Tecnologias 6micas.

Abstract

The development of genetic studies and biological microdevices has expanded knowledge about
the complex events involving animal reproduction. The challenge is still immeasurable, but the creation
and emergence of new perspectives for basic research have been present. This paper briefly reviews some
recent approaches used in basic research, mainly to shed light on follicular and oocyte development.
Thus, this review intends to provide an overview of the use of omics technologies and microfluidics
systems as aids in understanding folliculogenesis. Also, it will present particulars inherent in the
physiology of gametogenesis, which include microorganisms and mitochondria, in addition to the
important role of intercellular communication through extracellular vesicles.

Keywords: Follicular development,; Follicular fluid;, Microfluidics;, Reproductive microbiome; Omic
Technologies.

Introducao

A foliculogénese compreende o processo de ativagdo de um foliculo primordial contendo um
odcito a partir da reserva ovariana e seu desenvolvimento até o estagio ovulatorio maduro (Morohaku,
2019). Este processo, altamente complexo, ¢ controlado por fatores de sinaliza¢do tanto extra como intra-
ovarianos. A competéncia do odcito ¢ a capacidade de fecundac@o, para entdo suportar uma gestagio
viavel, advém dos eventos que ocorrem durante a foliculogénese (Sarma; Findlay; Hutt, 2019).

A comunicagdo intercelular entre as células somaticas e o oocito dentro do foliculo ¢ essencial
para gerar um gameta competente (Clarke, 2018). Nesse contexto, tem-se destacado o papel das vesiculas
extracelulares. Essas nanoparticulas sao responsaveis por mediarem a comunicagdo célula a célula no
microambiente folicular e podem ser obtidas a partir do fluido folicular. Tais estruturas tém sido
atualmente estudadas como biomarcadores e ferramentas de suplementagdo para mimetizar as condigdes
fisiologicas durante as técnicas de reprodugdo assistida, uma vez que sdo veiculos de moléculas bioativas
(Avila, D ; Silveira, D., 2019).

Nos cultivos de foliculos ovarianos a comunicaggo intercelular também se faz importante. Dessa
maneira, as técnicas como o cultivo 3D e microfluidica, se tornaram interessantes, pois possibilitam a
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melhor manutengdo da arquitetura e morfologia folicular, e assim favorecem os mecanismos de
comunicagdo celular (Bourdon et al., 2021; Sequeira et al., 2020).

Outro campo de estudo que pode ser melhor investigado para o entendimento da foliculogénese ¢ a
presencga de microrganismos (microbiota) no microambiente folicular. Pesquisadores ja relataram a presenca de
bactérias no fluido de foliculos antrais, inclusive na auséncia de uma infecgao sintomatica (OWENS et al.,
2020; SALARY et al., 2020). Alguns autores inclusive sugerem uma associacdo da microbiota presente no
fluido folicular com a fertilidade de fémeas de diferentes espécies (Pelzer et al., 2013; Salary et al., 2020).

Adicionalmente, pesquisas com diferentes tecnologias 6micas envolvendo as células do cumulus,
granulosa e o6cito ja mostraram fornecer dados importantes para elucidar melhor o mecanismo de
desenvolvimento folicular, competéncia ¢ desenvolvimento do odcito (Wu et al., 2017; Hao et al., 2021,
Taher et al., 2021). Por fim, também ja foi relatado que as mitocondrias presentes no citoplasma de
odcitos, influenciam a sinaliza¢do celular durante o desenvolvimento oocitario, bem como, sustentam a
competéncia do odcito (Chiaratti et al., 2018; Carvalho et al., 2020).

Assim, esta revisdo tem por objetivo pontuar os aspectos basicos da foliculogénese e de maneira
sucinta, apresentar as potenciais técnicas e novas abordagens genéticas e de bioengenharia que estdo surgindo
nesse contexto. Entre elas iremos aqui abordar: i) o estudo das vesiculas extracelulares liberadas no
microambiente folicular; ii) o uso de cultivo 3D e de microfluidica envolvendo foliculos ovarianos; iii) a
investigacdo do papel da microbiota no interior do liquido folicular; iv) a utilizac@o das tecnologias 6micas em
geral; v) bem como o estudo da influéncia das mitocondrias presentes nos odcitos, no processo de
foliculogénese.

Foliculogénese

A foliculogénese e a o0génese sdo apoiadas e coordenadas pelos ovarios mediante a produgéo de
hormonios. A conclusdo desses eventos fisiologicos propicia a formagdo e liberagdo de um odcito com
capacidade de ser fecundado (Cox; Takov, 2021). A foliculogénese evolui a partir da reserva dos
foliculos ovarianos, formada ainda na vida fetal dos mamiferos. As chamadas células germinativas
primordiais migram do saco vitelinico para as gdnadas primordiais, e em seguida entram em processo de
divisdes mitdticas formando diversos grupamentos de odgonias. Subsequentemente, células somaticas
circundam as odgonias, formando os corddes corticais que dardo origem aos foliculos primordiais
(Bhartiya; Sharma, 2020).

O foliculo primordial é circundado por células somaticas pavimentosas, conhecidas como pré-
granulosa. A justaposi¢do entre as células somaticas do foliculo e o odcito permite interagdes importantes e
fundamentais para a progressividade da foliculogénese (Bernabé et al., 2020; Rosa, C. et al., 2018). O
desenvolvimento do foliculo primordial a foliculo primario envolve uma série de fatores de crescimento que
sdo essenciais e inerentes a cada fase da foliculogénese. Na espécie bovina, as chamadas ondas de crescimento
folicular correspondem a um estimulo para o recrutamento de foliculos pré-antrais (Cox; Takov, 2021).

Quando o foliculo primordial ¢ recrutado, as células pavimentosas que o envolvem se
transformam em células cuboides e proliferam, essas células chamadas granulosas sdo envolvidas por uma
lamina basal dando origem ao foliculo primario (Cox; Takov, 2021). Simultaneamente, uma espessa camada
de glicoproteinas, denominada zona pelicida, se forma ao redor da membrana plasmatica do odcito,
permanecendo durante todo o desenvolvimento folicular e embrionario inicial (Scaramuzzi et al., 2011).

Nessa fase de desenvolvimento folicular pré-antral o crosstalk entre o obcito e as células
somaticas se torna essencial. Essa interagdo envolve mudangas na expressdo génica do oocito que atua
por diversas vias de comunicacdo, formando redes complexas para disseminar a informagdo e seus
comandos (Choi, Y.; Rajkovic, 2006; Reynaud, K; Driancourt, M. ., 2000).

Os odcitos sdo capazes de induzir e auxiliar o desenvolvimento folicular, diferenciagdo celular e
maturagdo oocitaria, por intermédio da ativagcdo de diversos fatores paracrinos e de crescimento, que
atingem o tecido ou células somaticas ao seu redor (Eppig, 2001). Continuamente, o desenvolvimento do
foliculo secundario desencadeia a proliferacao das células da granulosa formando duas camadas ao redor
do oo6cito. Nessa fase de desenvolvimento, apoés as células da granulosa expressarem receptores para
horménio foliculo estimulante (FSHR) e o foliculo atingir cerca de 4 mm de diametro, o FSH parece
exercer maior influéncia sob a foliculogénese (Buratini et al., 2005).

Conforme o foliculo secundario cresce, o0 mesmo promove a diferenciagdo de células do estroma
ao seu redor para originar as primeiras células da teca. As células da teca serdo essenciais para o
suprimento da sintese do fluido folicular subsequente (Smitz; Cortvrindt, 2002). O fluido folicular ¢
produzido a partir da transudagdo do plasma periférico, via membrana basal do foliculo. Assim, ¢
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sintetizado a partir das células da granulosa e acaba por se acumular nos espagos intercelulares das
mesmas. A intensa produc@o de fluido acaba provocando a dissociagdo entre as células foliculares e
posterior formagao de uma cavidade ou antro preenchida pelo fluido (Cox; Takov, 2021).

Ao iniciar a formagdo do antro, o foliculo apresenta mais de duas camadas de células da
granulosa, e passa a ser chamado de foliculo terciario ou antral. A reorganizagdo das células foliculares,
causada pela formacdo da cavidade antral, d4 origem as células da granulosa mural. Essas células sdo
especializadas em esteroidogénese e essenciais para a ovulacdo. Além disso, as células da teca se
diferenciam em células da teca interna e externa (Eppig, 2001).

Adicionalmente, o antro folicular promove o isolamento do odcito que se liga as células da
granulosa mural através do cumulus oophorus, essa estrutura, formada também por células da granulosa,
serve de sustentagdo para o mesmo. Ha ainda algumas camadas de células da granulosa ao redor do
odcito, com intimo contato entre o mesmo e o fluido folicular, que sdo denominadas corona radiata. A
jungdo entre cumulus oophorus, corona radiata, ¢ o6cito pode ser simplesmente chamada de complexo
cumulus-odcito (Cox; Takov, 2021; Eppig, 2001).

O isolamento do complexo cumulus-oocito (COCs) no interior do foliculo, permite que as
células ao seu redor possam desempenhar fungdes especializadas essenciais para a aquisicdo da
competéncia odcitaria. (Gilchrist, Robert B.; Lane; Thompson, 2008; Scaramuzzi et al., 2011). Essa
constante comunicacdo bidirecional entre o6cito e células somadticas garantem o adequado
desenvolvimento e maturacdo do odcito a fim de garantir o potencial de fecundacdo e posterior
desenvolvimento embrionario de maneira viavel (Choi, Y.; Rajkovic, 2006).

O foliculo antral continua seu crescimento e passa a receber influéncia do horménio luteinizante
(LH) de forma consistente a partir de 7 a 8 mm de didmetro (Padmanabhan; Cardoso, 2020). Devido a
grande quantidade de fluido em seu interior, ¢ possivel visualiza-lo em exames ultrassonograficos, e
dessa forma monitorar o desenvolvimento folicular in vivo até a sua ovulacdo ou atresia (Fricke, 2002).
As fases do desenvolvimento folicular sdo mostradas na Figura 1.
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Figura 1. Sequéncia esquematica do desenvolvimento folicular completo.

Resumidamente podemos conceitualizar que o processo fisiolégico desempenhado durante a
foliculogénese engloba a ativacdo de estruturas primordiais, células e tecidos, com o objetivo de
promover o desenvolvimento folicular de maneira eficiente que permite a maturagdo do o6cito e
consequentemente a liberacdo de um gameta capaz de ser fecundado, produzir um embrido e a geragdo de
um individuo saudavel.

Novas abordagens no estudo da foliculogénese
Presenga de vesiculas extracelulares em fluido folicular

O foliculo antral compde um microambiente onde o odcito pode alcangar seu desenvolvimento
completo. Partindo do estadio de repouso como foliculo primordial até a ovulacgo, as células foliculares sdo as
grandes responsaveis pelo fornecimento de nutrientes, que suportam a atividade metabdlica do odcito e ainda
regulam a evolucdo do seu desenvolvimento. De maneira sincronizada, o oécito também produz sinais as células
da granulosa para ajustarem sua diferenciagdo e consequentemente sua atividade (Dragovic, R. A. et al., 2007).

A capacidade de resposta e interagdo entre odcito e células somaticas é dependente de vias intra
e extracelulares que auxiliam na configurag¢do dindmica do microambiente folicular, tornando-o capaz de
complementar a progressao da célula germinativa, assegurando assim que no momento da ovulagdo seja
liberado um odcito competente a (Clarke, 2018).
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A fecundagdo, gametogénese e desenvolvimento embrionario ainda dependem de diversos outros
tipos celulares, tecidos e 6rgdos, para concluir suas diversas fases fisiologicas. Essa demanda ¢ coordenada
por moléculas sinalizadoras que se propagam por distintas vias de comunicacdo (Andrade, et al., 2019). As
vias de comunicacdo intercelulares bem conhecidas sdo: as jungdes comunicantes (GAP) presentes entre as
células somaticas ou entre células somaticas entre o odcito e projecdes transzonais (TZPs) através da zona
pelucida (Albertini; Barrett, 2004; Gilchrist; Lane; Thompson, 2008). Além disso, tem-se os fatores
paracrinos, que de forma indireta, propagam moléculas sinalizadoras (Knight; Glister, 2006).

De forma relativamente recente, as vesiculas extracelulares foram descobertas como uma
importante via de comunicacdo intercelular, e tem sido alvo de diversos estudos que visam compreender
os distintos e complexos processos fisiologicos que estao envolvidos na reproducdo animal (SILVEIRA,
et al,, 2012). As vesiculas extracelulares sdo particulas, de tamanhos variados, envoltas por uma
bicamada lipidica, formadas por diversos tipos celulares e secretadas para o espago extracelular. Essas
vesiculas carregam em seu interior moléculas biotivas que transmitem informagdes importantes por meio
de RNAs, microRNAsS, proteinas e lipidios principalmente (Collado et al., 2018).

As vesiculas extracelulares sdo divididas em microvesiculas e exossomos . Os exossomos
apresentam diametro de 30 a 100 nm, enquanto as microvesiculas s3o maiores com didmetro entre 100 a
1000 nm (Tannetta et al., 2014). Ambos os tipos de nanoparticulas ja foram identificados no fluido dos
foliculos antrais em desenvolvimento durante o ciclo estral de fémeas bovinas, e comprovadamente
regulam o crescimento folicular, bem como atuam em momentos chaves, como na maturagdo oocitaria.
(Andrade, Gabriella Mamede et al., 2019; Kalluri; Lebleu, 2020).

Adicionalmente, foi demonstrado que além dos fatores enddcrinos, paracrinos e autdcrinos, as
vesiculas extracelulares (VEs) também regulam mecanismos importantes durante a fecundagdo,
implantagdo e crescimento do embrido, (Hillier, 2009). As VEs ja foram encontradas em praticamente
todos os tecidos organicos, e seu mecanismo de atuagao ¢ influenciado por sua célula produtora, podendo
desencadear processos fisiologico, mas também sdo capazes de atuar na comunicacdo de processos
patologicos (Almughlliq et al., 2017).

Dessa forma, as VEs também despertam o grande interesse pela possibilidade de serem
utilizadas como ferramenta terapéutica e diagndstica. No ambito fisiologico as VEs tém sido estudadas
como biomarcadores e potencialmente utilizadas como suplementacdo durante as técnicas de reproducao
assistida, com o objetivo de simular as condi¢des in vivo, j& que as mesmas sdo veiculos de moléculas
ativas (De Avila et al., 2020). O fato de as VEs estarem envolvidas tanto em processos fisiologicos,
quanto em processos patologicos, torna imprescindivel a o estudo dessas nanoparticulas e cautela em seu
aproveitamento para incrementar a producdo de embrides in vitro, por exemplo (Reader; Stanton;
Juengel, 2017; Sirard et al., 2006; Watson, 2007).

Fisiologicamente, admite-se que as VEs sdo liberadas pelas células da granulosa mural para o
fluido folicular, alcangando as células do cumulus, ¢ podendo chegar até as proje¢des transzonais (De
Avila et al., 2020), promovendo, assim, a regulagdo da capacita¢do oocitaria. Por sua vez, as células do
cumulus também liberam VEs no fluido folicular, as quais que se ligam as células da granulosa mural
ajustando a funcdo das mesmas. Essa forma de comunicag@o bidirecional ¢ essencial para suportar o
desenvolvimento adequado tanto oocitario quanto folicular. EVs de FF (Andrade et al., 2019).

Como vimos, o fluido folicular (FF) contém as VEs de forma disseminada, dessa maneira, serve
como uma fonte de amostra, de facil acesso, para o desenvolvimento de estudos que buscam compreender
melhor a fisiologia do desenvolvimento ooécitario, bem como a identificagdo de biomarcadores
relacionados a maior eficiéncia da competéncia oocitaria. Em mulheres, o FF tem servido como fonte
investigativa de disfungdo ovariana e problemas de infertilidade (Andrade et al., 2019).

Foi observado que as VEs presentes no fluido folicular, em sua maioria, sdo originadas das
células da granulosa e do COC. Além disso, as nanoparticulas entregam as células alvo in vivo miRNA
bastante similares aqueles encontrados nas VEs analisadas em sistemas de cultivo in vitro (Collado et al.,
2018). Nesse sentido, assimilar os mecanismos que envolvem as comunicagdes intercelulares presentes
no complexo microambiente folicular, se torna importante no ambito de serem mimetizadas para
melhorar as etapas de producdo embriondria in vitro (Andrade et al., 2019)

Em uma primeira caracteriza¢do de VEs, realizada por Da Silveira et al. (2012), obtidas a partir
de FF ovariano de éguas, foi observada a presenga de miRNAs e proteinas, porém havia diferenca no
perfil dessas moléculas quando o FF era originado de éguas jovens em relagdo ao de éguas com idade
avancada (Da Silveira et al., 2012). Com base nesse, estudo foi possivel compreender que modificagdes
fisiologicas, inerentes ao animal, e a condi¢des patologicas, sdo refletidas pelas EVs.

Sendo assim, despertou-se o interesse por identificar o impacto das VEs sobre diferentes
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perspectivas, principalmente as fisiologicas, para a reprodug@o animal. Sohel e colaboradores (2013),
demonstraram que o perfil de miRNAs difere de acordo com a competéncia oocitaria das fémeas bovinas.
Alem disso, comprovou a presenca de miRNA, fornecidos pelas EVs do FF, no interior das células da
granulosa bem como a modulacdo de seus genes alvo (Sohel et al., 2013).

Posteriormente, em éguas, foi verificado que transcritos das células da granulosa, também foram
regulados pelas EVs do FF, influenciando a via de sinalizagdo do fator de crescimento transformador-f§
(TGF-P) em sistema de cultivo in vitro (Silveira, Juliano C. Da et al., 2015). Além disso, na mesma espécie
animal, foi comprovado que foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento apresentam distintos perfis
de miRNAs de VEs, bem como estdo relacionados a idade da fémea (Da Silveira et al., 2015).

Em mulheres também foi verificado que a idade e a fase de desenvolvimento folicular alteraram
o conteido de miRNA nas VEs (Santonocito et al., 2014). Outros estudos com mulheres ainda
demonstraram que o indice de massa corporal, apresentado pelas mesmas, também foi capaz de
influenciar os miRNAs, presentes nas EVs, os quais correspondiam a modulagdo das vias de
desenvolvimento folicular e odcitario (Martinez et al., 2018).

Adicionalmente, em fémeas bovinas ja foi verificado que as VEs do fluido folicular, influenciam
a competéncia oocitaria, atuam nas vias da ovulagdo, auxiliam nos mecanismos de defesa contra o
estresse térmico e o estresse oxidativo, bem como sofrem influéncia do estado metabodlico no perfil de
miRNAs (Gebremedhn et al., 2020; Rodrigues et al., 2019). Os estudos recentes e cada vez mais
numerosos, trazem as distintas origens e fungdes das VEs, que ampliaram os conhecimentos sobre
fisiologia reprodutiva e patologia. Ainda assim, muitos mecanismos especificos podem ser melhor
elucidados se abordadas as atividades das EVs (Han; LI, 2020). Na Figura 2 encontram-se alguns
exemplos de estudos envolvendo vesiculas extracelulares e o foliculo ovariano.
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Figura 2. Vesiculas extracelulares e o foliculo ovariano. A) Esquema mostrando a producdo de vesiculas
extracelulares no interior do foliculo ovariano, apresentado por Machtinger, 2015 (Machtinger; Laurent; Baccarelli,
2015). EV: vesiculas extracelulares; FF: fluido folicular. B) Mecanismos de comunicacdo intrafolicular por meio de
vesiculas extracelulares, sugerido por Clarke, 2018 (Clarke, 2018). Vesiculas extracelulares presentes no fluido
folicular representam um mecanismo potencial pelo qual macromoléculas, incluindo mRNA e miRNA, podem ser
transferidas entre as células. ECV: vesiculas extracelulares. C) Comunicagdo célula a célula no foliculo ovariano
apresentada por Andrade et al., 2019 (Andrade et al., 2019). Durante o crescimento pré-antral (esquerda), ¢ formada a
zona peltcida. Desse modo, para a manutengao continua de uma ponte citoplasmatica entre as células germinativas e
somaticas, o oocito estimula as células da granulosa a gerar filamentos citoplasmaticos especializados conectando
ambas as células - as projecdes transzonais. Nos foliculos em crescimento antral (direita) as vesiculas extracelulares
sdo secretadas no fluido folicular e sdo captadas por diferentes tipos de células por um mecanismo de entrega de
carga. A transferéncia direta de carga vesiculas extracelulares do fluido folicular para o odcito ainda néo foi descrita.
CCs: células cumulus; EVs: vesiculas extracelulares; GCs: células da granulosa; Teca: células da teca.

A busca na ampliacdo do conhecimento, a respeito das VEs de origem reprodutiva, como
aquelas derivadas de células endometriais, embrionarias, foliculares, bem como do sistema reprodutor
masculino, tem por objetivo ser aplicado no incremento das técnicas de reproducdo assistida, bem como
no teste diagndstico de patologias (Ludwig; Whiteside; Reichert, T. E., 2019).

Sistemas de microfluidica, cultivo 3D e organ-on-a-chip

Os sistemas de cultivo celulares convencionais ndo foram eficientes em proporcionar o ambiente
adequado para que determinado tecido expressasse seu potencial fisico e biologico. Dessa forma as industrias
de microeletronica e microengenharia criaram sistemas de cultura de células tridimensionais (3D), conhecidos
coletivamente como organ-on-a-chip ou sistemas microfluidicos para modelos in vitro (Low et al., 2021).

A estratégia envolvida no uso dos sistemas microfluidicos prevé o desenvolvimento de um
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microambiente ideal para analise do comportamento fisico do tecido ou estrutura bioldgica de estudo
(Beebe; Mensing; Walker, 2002). As tecnologias microfluidicas, vem atualmente sendo empregadas na
cultura, manuten¢cdo e estudo do desenvolvimento do foliculo ovariano, tanto para aplicagdes
experimentais como terap€uticas (Sequeira et al., 2020).

Pensando no sistema de cultivo de foliculos pré-antrais, que nessa fase apresentam formato
esferoide, se torna importante fornecer um sistema de cultura 3D sequencial adequado, uma vez que a
manuten¢do da morfologia folicular ¢ essencial para expressar os aspectos fisiologicos inerentes ao
desenvolvimento dos oocitos (Kashaninejad; Shiddiky; Nguyen, 2018; Nawroth et al., 2018).

Permitir que os mecanismos moleculares que ocorrem durante o desenvolvimento do foliculo
ovariano aconteca da melhor maneira possivel, isto ¢, a mais proxima da realidade fisioldgica, é crucial
para futuramente adaptar biotecnologias de reprodugdo assistida e metodologias de estudos sobre
foliculogénese, bem como, permitir o desenvolvimento de novas ferramentas para crescimento,
maturagdo e manipulagdo in vitro de foliculos de mamiferos (Sequeira et al., 2020).

Desta forma, na ultima década, os sistemas microfluidicos vem se disseminando como uma
tecnologia inovadora e interessante para ser usada como modelo de estudo. Proporcionar o posicionamento das
células de forma tridimensional (3D) e assim imitar a estrutura e atividade de um érgéo ou tecido no individuo
parece Obvia, mas esses sistemas s foram criados recentemente (Weng, 2019; Young; Huh, 2021).

O trabalho de Choi et al. (2015) demonstrou a importancia da manutengdo dos aspectos morfoldgicos
para o desenvolvimento folicular. Utilizando um dispositivo microfluidico e uma técnica chamada de focagem em
fluxo microfluidico, os pesquisadores realizaram o encapsulamento de pequenos foliculos secundarios. A capsula
formada, era composta por um colageno mole, e uma camada externa mais dura composta por alginato, que
imitava, respectivamente, os tecidos medular e cortical ovariano. Os pesquisadores ainda verificaram que essa
técnica melhorou o desenvolvimento folicular do estagio pré-antral para o antral (Huang et al., 2015).

Um outro grupo de pesquisadores, percebendo que a correlagdo entre a qualidade do odcito e sua
taxa de sedimentacdo poderiam ser aplicadas para separar oocitos bovinos de alta qualidade
desenvolveram um sistema adaptado de microfluidica para selecionar esses o6citos e assim melhorar a
taxa de concepgdo na FIV (Iwasaki et al., 2018).

Da mesma forma que os microdispositivos fluidicos podem servir, de maneira efetiva e precisa,
para a melhor compreensdo dos aspectos fisiologicos , também podem ser utilizados para apontar os
efeitos de varios estimulos negativos que acontecem, durante a instalacdo de processos patologicos em
um orgao saudavel, bem como, futuramente auxiliar na aplicagdo da farmacoterapéutica para controlar os
aspectos moleculares inerentes a patologia (Weng, 2019).

Apesar de os estudos revisados aqui representarem o sucesso ¢ a promessa dessa abordagem, é
importante observar que ainda existem desafios significativos para a compreengdo de todo o potencial da
tecnologia organ-on-a-chip para a biologia reprodutiva ¢ medicina. Na Figura 3 apresentamos a tecnologia
organ-on-a-chip envolvendo sistema reprodutor feminino no que concerne o estudo da foliculogénese.
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Figura 3. Tecnologia Organ-on-a-chip envolvendo sistema reprodutor feminino. A-D) Dispositivo de fluxo microfluidico no-
planar para encapsular o foliculo pré-antral secundario inicial em microcapsulas, desenvolvido por Choi et al. 2014 (CHOL J. K. et
al., 2014). (A) Uma vista esquematica do sistema de microcanais. (B) Imagem da regido em caixa no painel A mostrando as areas
de despacho e foco de fluxo. (C) Imagem da regido destacada no painel A mostrando a entrada do canal de extra¢do. (D) Imagem da
regido destacada no painel A mostrando a saida do canal de extragdo. I-1, I-2, I-3, I-4 e I-5 sdo as entradas de nucleo, casca,
emulsdo de 6leo mineral, despacho e fluxos de extragdo, respectivamente. O-1 e O-2 sao saidas para os fluxos de emulsdo aquosa
(contendo microtissues) e de 6leo, respectivamente. E-F) Encapsulamento de foliculos ovarianos e desenho do dispositivo de
microfluidica desenvolvido por Aziz et al., 2017 (AZIZ et al., 2017). (E) Encapsulamento de foliculos ovarianos usando bead de
alginato e CaCl2. (F) Desenho do chip: 5 entradas e 1 saida com uma camara onde o foliculo ovariano ¢ cultivado. G-H) Sistema
microfluidico dindmico in vitro para cultura de tecidos e foliculos ovarianos desenvolvido por Nagashima et al., 2017. (G) Esquema
dos componentes do chip microfluidico e do microchip montado (superior), e teste de permeabilidade de corante (corante alimentar)
através de 1% de hidrogel de alginato reticulado dentro do canal do chip (inferior). (H) Tecidos e foliculos ovarianos isolados por
digestdo enzimatica e dissec¢@o mecanica.
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Ao longo dos anos as caracteristicas atribuidas as bactérias envolviam principalmente sua
capacidade patogénica prejudicial, mas estudos recentes vém mostrando a capacidade desses
microrganismos funcionarem em sinergia e de maneira comensal de acordo com sua localizacdo no
hospedeiro.

Em bovinos, o poder de detec¢@o de bactérias, proporcionado pelo avanco tecnoldgico, foi capaz
de comprovar a presenga das mesmas no interior do Utero, érgdo que se pensava ser estéril. Atualmente, o
sequenciamento da regido 16S rRNA permite a identificagdo eficiente de microbiomas (populagdo de
bactérias de determinado local), eliminando a necessidade de se realizar os processos, muitas vezes mais
dificeis, de cultura e isolamento bacteriano para comprovar a presenga de bactérias (Owens et al., 2020).

No fluido de foliculos antrais humanos, foi identificado a presenga de algumas espécies
bacterianas como: Propionibacterium spp., Streptococcus spp. Actinomyces spp., Staphylococcus spp. e
Bifidobacterium spp. Esse grupo de microorganismos correspondeu aos resultados adversos e negativos
encontrados na fertilizagdo in vitro (FIV), enquanto a presenga de bactérias do género Lactobacillus spp.,
nos fluidos foliculares ovarianos, pareceu incrementar as taxas de transferéncia de embrides. (Pelzer et
al., 2013). Da mesma maneira, em bovinos, o FF ovariano ndo ¢ estéril e isso foi comprovado pela
deteccdo da presenca de S. aureus no FF de vacas leiteira. Essa particularidade pode ser em partes,
responsavel pela ocorréncia de infertilidade em algumas vacas leiteiras (Williams et al., 2007).

Sendo assim, foi demostrado que além de o fluido folicular ndo ser estéril como se pensava, as
espécies bacterianas encontradas no mesmo podem provocar efeitos negativos ou positivos nos resultados
de fertilizagdo in vitro. Adicionalmente alguns estudos realizados com o fluido folicular de fémeas suinas
constataram também a presenca de bactérias no mesmo. Sendo que a presenga de E. coli e Streptococcus
spp. teve capacidade de inibir o hormoénio foliculo-estimulante (FSH) e de se ligar ao seu receptor nas
células da granulosa (Sluss, PM.; Fletcher; Reichert, 1983; Sluss, PM.; Reichert, 1983; Sluss et al., 1994).

De maneira geral, sabe-se que alguns patégenos como E. coli, T. pyogenes e F. necrophorum
podem provocar infeccdo no local em que se encontram e consequentemente realizar influéncias
negativas durante os processos fisiologicos subsequentes. Ja as bactérias comensais bem conhecidas
como os lactobacilos, podem secretar flavonoides com potencial antioxidantes, bem como mitigar a
secrecdo de eicosanoides, com potencial inflamatério, no fluido folicular para melhorar a qualidade do
odcito (Owens et al., 2020).

No FF de vacas leiteiras a presenca dos flavonoides tem ag@o antioxidante que protege o odcito
contra o estresse oxidativo favorecendo a qualidade e competéncia oocitaria (Guerreiro et al., 2018;
Martins; Barros, L.; Ferreira, 2016). Enquanto concentragdes aumentadas de eicosanoides, intermediarios
nas vias de inflamag@o, diminuiram a qualidade dos odcitos e consequentemente a fertilidade (Guerreiro
et al., 2018; Jabbour et al., 2009).

Diversos estudos ja isolaram bactérias comensais no trato reprodutivo feminino saudavel em
uma grande variedade de animais, e a presenga dessas bactérias, em condi¢cdes de equilibrio, tem sido
associada a resultados reprodutivos positivos. Ainda assim, a informagao é escassa em relacdo a presenga
e funcdo das bactérias do trato reprodutivo saudavel de fémeas bovinas em comparagdo aos demais
animais.

Além disso, dados sobre a densidade bacteriana também sdo necessarios para se compreender o
real papel em mecanismos fisiologicos, por exemplo. A compreensdo correta desses mecanismos pode
promover a criagdo de estratégias para utilizar o microbioma a favor da fertilidade, principalmente nas
propriedades de atividade leiteira que apresentam maior desafio para o setor reprodutivo (Owens et al.,
2020).

A densidade bacteriana aumentada, em decorréncia de infecgao instalada em trato reprodutivo de
vacas leiteiras pds-parto, bem como em casos de mastite, foi encontrada em animais com foliculos antrais
e CL (corpo luteo) de menor tamanho em relagdo as vacas saudaveis, consequentemente a produgdo de
estradiol e progesterona circulantes também foram menores (Cheong et al., 2017; Williams et al., 2007), e
a fun¢do e a ciclicidade ovariana foram interrompidas (Sheldon, 1., 2002).

Tecnologias omicas envolvendo oocito, células do cumulus e granulosa
As técnicas Omicas sdo utilizadas para explorar os mecanismos de desenvolvimento dos foliculos

e odcitos através de biomarcadores que indicam uma funcgdo bioldgica, a qual pode ser de origem
fisiologica ou patologica (Fan, 2021). Uma das técnicas 6micas mais disseminadas ¢ a transcriptomica,
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que consegue analisar e comparar o perfil de expressao génica das células somaticas e dos odcitos, o que
permite encontrar biomarcadores que refletem seu potencial de desenvolvimento, bem como aqueles
responsaveis pela comunicagdo entre os odcitos e as células somadticas, que, como se sabe, sdo
importantes para uma adequada aquisi¢do da competéncia oocitaria e posterior viabilidade embrionaria
(Kathirvel; Soundian; Kumanan, 2013).

Em reproduc¢ao humana assistida, ¢ comum o uso de técnicas dmicas para identificar a presenca
de biomarcadores de fertilidade através do uso de células do cumulus e granulosa. Determinados
biomarcadores possuem a capacidade de apontar o potencial nivel de desenvolvimento da competéncia
dos oocitos e posterior desenvolvimento dos embrides para a transferéncia, melhorando assim os indices
clinicos do sucesso da gravidez de mulheres submetidas a FIV (Yu, E. J.; Lyu, 2021).

O estudo de biomarcadores, para infertilidade também ¢é importante, pois a investigacdo dos
perfis de transcritos pode fornecem evidencias da origem do problema. A identificacdo de genes chaves a
partir das células do cumulus e da granulosa se torna interessante por ser uma analise ndo invasiva e por
fornecer biomarcadores mais controlaveis. Além disso ¢ um modelo melhor para identificar a capacidade
de desenvolvimento do o6cito em comparagdo com os transcritos do préprio odcito (Montfoort, Van et
al., 2008).

A maioria dos estudos que envolvem os transcritos proveniente dos odcitos estdo mais
relacionados aos fatores secretados pelo oocitos (FSO), principalmente o fator de diferenciacdo de
crescimento 9 (GDF-9) e a proteina morfogenética dssea 15 (BMP-15) que regulam fatores paracrinos e
assim exercem influéncia nas células somaticas, promovendo o desenvolvimento e proliferacdo do COCs
(Gilchrist; Lane; Thompson, 2008; Kathirvel; Soundian; Kumanan, 2013).

Apesar de, at¢é o momento, os estudos com transcriptoma terem resultado em limitada
identificagdo de biomarcadores, as técnicas dmicas tem potencial para o fornecimento de informagdes que
ajudardo a compreender o refinado crosstalk entre odcitos e células somaticas em diferentes espectros e
etapas da foliculogénese (Yu, E. J.; Lyu, 2021).

Papel das mitocondrias nos oocitos

Os odcitos apresentam uma enorme carga de mitocondrias em comparagdo as demais células do
organismo, indicando que estas sdo bastantes requisitadas durante seu desenvolvimento. Nos odcitos as
mitocondrias se apresentam, morfologicamente, com aparéncia arredondada e rede fragmentada (Jansen;
Boer, De, 1998; Motta et al., 2000; Wassarman; Josefowicz, 1978). Algumas inconformidades,
relacionadas as mitocondrias, como quantidade inadequada, distribuigdo irregular e funcionalidade
deficiente foram associadas aos odcitos de baixa competéncia e qualidade em humanos, camundongos,
bovinos, ovinos ¢ suinos (Chiaratti, Marcos Roberto et al., 2018).

Durante o desenvolvimento oocitario o numero de mitocondrias aumenta no ooplasma, podendo
chegar a cerca de cem mil unidades em odcitos maduros (Jansen; Boer, De, 1998). De maneira
sincronizada, o numero de copias do seu proprio genoma o mtDNA aumenta cerca de mil vezes nos
o6citos maduros, chegando a aproximadamente 200.000 moléculas (Cao, L. et al., 2007; Cree et al.,
2008; Wai; Teoli; Shoubridge, 2008). Sendo assim, os gametas femininos, aportam a maior quantidade de
mitocondrias e mtDNA em relacdo aos demais tipos celulares do organismo de mamiferos. Conectando a
fungdo das mitocondrias a sua enorme quantidade presente no odcito, sugere-se uma grande demanda de
energia seja necessariapara apoiar seu desenvolvimento.

Além das mitocondrias possuirem fungdo essencial na producdo de energia para as células, ainda
estdo envolvidas no transporte de ions célcio, biossintese dos conjuntos de ferro-enxofre, ¢ na via da
apoptose, dentre outras atividades. Essas caracteristicas, e a capacidade de regular a intensidade da sua
atividade oxidativa sdo importantes para prevenir o dano por EROs (espécies reativas de oxigénio) ao
o6cito, bem como atuar na delecdo de mutagdes do mtDNA (Chiaratti, Marcos Roberto et al., 2018;
Chiaratti, Marcos Roberto; Meirelles, F. V., 2010).

E interessante apontar que a geragdo exacerbada de EROs pelas mitocondrias é evitada por sua
atividade diminuida. O fato de as mitocondrias estarem em grande niimero e serem altamente moveis no
ooplasma, permitindo que se agruparem em locais onde sua producdo energética é requerida, promove
maior eficiéncia no fornecimento de ATPs, e evita que sua atividade seja muito aumentada, protegendo o
oocito sem gerar excesso de EROs (Chiaratti, Marcos Roberto et al., 2018; Wai; Teoli; Shoubridge,
2008).

A dindmica e produgdo das mitocondrias no ooplasma ¢ auxiliada por proteinas como as
mitofusinas 1 e 2 (MFN1 e MFN2), que promovem a fusdo e fissdo das mitocondrias. Foi observado, em
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camundongos, que o desequilibrio entre essas proteinas prejudicam a viabilidade do odcito, podendo
causar infertilidade, comprovando a necessidade da atividade e equilibrio das fungdes mitocondriais
(Carvalho et al., 2020).

O alto niimero de mitocondrias também ¢ justificado pela posterior demanda energética que
acorre no desenvolvimento embriondrio inicial, sendo as mitocondrias a principal fonte energética dos
mesmos até o momento da implantacdo embriondria no utero (Spikings; Alderson; John, 2007). Ja ¢ bem
aceito que os oocito e embrides em fase de desenvolvimento inicial dependem do suporte metabdlico
provido pelo odcito, sendo as mitocondrias fundamentais nesse processo. Entretanto, ainda ndo se sabe ao
certo a que se deve sua morfologia Unica e distinta em relagdo aquelas organelas presentes em células
somaticas, e como sua forma influencia na relagdo entre odcito e foliculo (Carvalho et al., 2020).

Consideracoes

Conforme descrito nesta revisdo, a regulacdo e todos os aspectos inerentes a foliculogénese
permanece um universo a ser estudado e explorado. Todavia, apesar do notavel avango nas pesquisas que
contribuem para que as lacunas no entendimento da foliculogénese sejam preenchidas, principalmente na
fase pré-antral, algumas importantes questdes a respeito desse processo ainda permanecem sem uma
elucidagdo completa. Dentre as questdes, tem-se: Como se inicia o recrutamento dos foliculos? Como sao
controladas a ativagdo e repressdo de tantos genes? Por que apenas uma pequena porcentagem dos
foliculos ¢ submetida aos fatores de crescimento por vez?
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